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Distribution of Viroid Variants and Their Infectivity
in Horticultural Plants in Japan
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Summary
　Stunting caused by Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) is one of the most damaging diseases of cultivated 
chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium), the most important cut flower in Japan. This disease has been reported 
in many regions of the world. The symptoms are severe stunting of plant height, reduction in flower size, and 
bleaching of the flower. We assayed for CSVd in cultivated chrysanthemums collected from 10 prefectures in Japan 
by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and determined complete nucleotide sequences of 
CSVd isolates infecting the plants. CSVd was detected in 80 of 89 samples of cultivated chrysanthemum, and 
samples from all 10 prefectures were infected. Five sequence variants of CSVd were distinguished among 21 
isolates based on the differences in the nucleotide sequences. Variant 1 was most frequently detected in samples 
from 6 prefectures and was assumed to be the predominant CSVd variant occurring in Japan.
　A viroid disease causing chlorosis of leaves and dwarfism has been found on commercial tomato (Solanum 
lycopersicum) plants in Hiroshima Prefecture, Japan. Grafting of stems from infected tomatoes onto healthy ones 
resulted in the healthy plants showing identical symptoms to the infected plants used as a source. Nucleotide 
sequencing indicated that the causal pathogen was Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) sharing 98% nucleotide 
sequence identity with that of a Canadian isolate reported previously. This description is the first of TCDVd 
infection of tomato plants in Japan. We investigated the host range and physical properties of TCDVd, with the 
aim of developing further protective procedures against infection by this viroid. Among the 46 plant species that 
were inoculated with the viroid, two in the family Compositae and 23 in the family Solanaceae were systemic 
hosts. The viroids in the crude sap from diseased tomato plants were thermally inactivated by heating at 100 ºC 
for at least 40 min. Viroids also lost their infectivity when diluted in phosphate buffer to at least 10-6, or after 3 
days of incubation at room temperature. 
　CSVd, a non-coding RNA, is known to cause chrysanthemum stunt disease, which affects the yield of flowers. 
To gain insights into CSVd replication, infection, and the reasons for the spreading of CSVd disease in 
chrysanthemum plants, we prepared linear CSVd RNA and analyzed its ability to cause disease in 
chrysanthemum plants. We found that linear CSVd replicated as efficiently as CSVd RNA isolated from infected 
chrysanthemum plants. Additionally, evaluation of the linear CSVd RNA for its ability to infect other plants 
revealed that CSVd has a wide host range for its replication. Of, particular concern here that, CSVd isolated 
from these hosts was found to be infectious to chrysanthemum plants, and thus potentially contributes to the 
spreading of the disease to chrysanthemum plants.
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（James et al．，2008；Singh et al．，2006；Verhoeven 





　ウイロイド（viroid）は 1 本鎖環状 RNA からなる最
小の植物病原体であり，1971 年に Diener らによってジ
ャガイモから発見された．ウイロイドはウイルスゲノム































ポスピウイロイド属の Tomato chlorotic dwarf viroid
（TCDVd）や Tomato apical stunt viroid（TASVd），Tomato 





















PSTVd の感染性 cDNA クローンやその転写 RNA を用
いた研究で明らかになっている（Qi and Ding，2003；
Wassengger et al．，1996；Zhong et al．，2007，
2008）．







1999 年に新たに報告された TCDVd は既報のウイロイ
ドである PSTVd の近縁種であり，塩基配列の相同性が
80 ～ 85% あるにもかかわらず，宿主範囲が異なり，種
子伝染の可否も異なることが知られている（Singh et 
al．，1999）．しかし，TCDVd についても宿主範囲等の








第 1 章 日本国内における Chrysanthemum 
stunt viroid の発生分布と発生系統







































シマカンギク（C. indicum L. var. indicum），チョウセン
ノ ギ ク（C. zawadskii Herbich.）， ピ レ オ ギ ク（C. 
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weyrichii （Maxim.）Miyabe & T. Miyake），ナカガワノ
ギク（C. yoshinaganthum Makino ex Kitam.），ノジギク（C. 
japonense Nakai var. japonense），リュウノウギク（C. 
makinoi Matsum. & Nakai），およびワカサハマギク（C. 
wakasaense Shimot. ex Kitam.）をそれぞれ１個体ずつ
実験に用いた．
２）CSVd の RT-PCR による検定
　試料から RNA を得るために，Hosokawa et al．（2005）
の方法に従って，direct tissue RT-PCR 法を用いた．注
射針（25 Ｇ ×25m ｍ，テルモ）をサンプル葉に突き刺し，
付着した組織液を逆転写（RT）溶液に 30 秒浸すことで
ウイロイド RNA を得た．RT 反応の条件は，42℃ -30 分
の後，99℃ -5 分とし，RT の溶液は，2 μL の RT buffer，
1μL の dNTPs（各 10mM），0.5 μL の CSVd-R リバー
スプライマー（5’-AGGATTACTCCTGTCTCGCA-3’），
1 μL の RNase inhibitor（1U, TOYOBO）および 0.5 
μL の逆転写酵素 ReverTra Ace（TOYOBO）の混合溶
液をチューブに入れ，RNase free 水で合計 9 μL に調整
した．この RT 産物 1.6 μL を RT-PCR のテンプレート
として用いた．RT-PCR には，プライマーセット，
CSVd-RとCSVd-Fを用いた（第 1表）．PCRの反応液は，
0.1 μL の CSVd-F フォワードプライマー（20 μM; 
5’-CAACTGAAGCTTCAACGCCTT-3’），1 μL の KOD 
dash buffer（TOYOBO），0.1 μL の KOD dash 
polymerase（TOYOBO），1 μL の dNTPs（各 2 mM）
の混合溶液を用いて，ここに RT 産物を 1.6μL 加えて，
DNase free 水で 10μL に調整したものである．PCR 条
件は 98℃ -45 秒，62℃ -10 秒，74℃ -45 秒の 35 サイク
ルとした．6μL の PCR 反応液を 1.0 % アガロースゲル
で電気泳動し，エチジウムブロマイドで染色した後，目




0.1 μL の nested PCR フォワードプライマー（20 μM），
nested PCR リバースプライマー（20 μM），1 μL の
KOD dash buffer（TOYOBO），0.1 μL の KOD dash 
polymerase（TOYOBO），1 μL の dNTPs（2 mM）の
混合溶液を用いて，ここに RT-PCR 産物を 1μL 加えて，
DNase free 水で 10 μL に調整したものである．Nested 
PCR の条件は，94℃ -30 秒，60℃ -5 秒，74℃ -30 秒の
30 サイクルとし，プライマーには CSVd-NR および
CSVd-NF を用いた（第 1 表）．6 μL の PCR 反応液を
1.0 % アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマ
イドで染色した後，目的の大きさに相当する約 200 bp
のバンドを UV 光下で確認した．RT-PCR で検出された
ものを高保毒，RT-PCR で検出されず nested PCR 検出
されたものを低保毒とした．
結　果
　RT-PCR の結果，全国から集めたキク 89 サンプル中
36 サンプルから CSVd の約 250 bp のバンドが検出され
た．また，nested PCR では，残り 53 サンプル中 44 サ
ンプルから CSVd の約 200 bp のバンドが検出された．
Nested PCR において CSVd が検出されなかったサンプ
ルはわずか 9 サンプルであった（第 2 表）．これより，
サンプルを採集したすべての県で CSVd が検出されたこ
とになる．
　一方，8 種の野生ギクからはいずれも CSVd が 
RT-PCR で検出された（第 1 図）．CSVd に感染してい
た野生ギクには明瞭な病徴は認められなかったが，これ

















Table 1 . Oligonucleotide primers used for the detection and sequence determination of CSVd.
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第 2 節　発生のみられる Chrysanthemum 
stunt viroid の系統　
　CSVd の全塩基配列はオーストラリアで発生した
CSVd に関してはじめて決定された（DDBJ accession 
no. V01107；Haseloff and Symons，1981）．その後イ
ギリスで発生した CSVd についても塩基配列が報告され
た（No. M19506；Gross et al．，1982）．これまでに
CSVd には全長 354，355，356 塩基の変異体の報告が












　第 1 章第 1 節の RT-PCR において CSVd が検出され
た 14 サンプルおよび野生ギク 7 サンプルを用いて，
CSVd の全塩基配列を解析した．RT-PCR は第 1 表のプ
ライマー（CSVd-1P，-1M・CSVd-ZR，-ZF）を用いて




RT-PCR 産物を 1.0 % アガロースゲルで電気泳動し，目
的の産物をゲルから単離して，Qiagen QIA Quick gel 
extraction kit（Qiagen）で精製した．精製した PCR 産
物を Qiagen A-Addition kit（Qiagen）を用いて DNA
の末端に A 付加を行い，pGEM-T easy vector（Promega）
にクローニングした．M13 プライマーを用いて BigDye 
terminator cycle sequence kit（Applied Biosystem）で





CSVd の全長はすべて 354 塩基であった．今回のサンプ
ルからは 5 クローンの CSVd が検出された（第 3 表）．
変異体 5（No. AB279771）は，栽培ギクから，変異体 4
（No. AB279770）はナカガワノギクからそれぞれ分離さ
れた新しい変異体であった．また 21 分離株のうち 14 株
は変異体 1（No. X16408）であり，兵庫株（塩飽ら，
1996）と同じ配列であった．茨城県から単離された変異
Table 2. PCR detection of CSVd in cultivated chrysanthemums collected f rom various areas in Japan in 2005 and 2006.
Number of CSVd-free samples
Collected
 area












Number of samples With high concentration(Detected by RT-PCR)
With low concentration
(Detected by nested PCR)


















Table 2 . PCR detection of CSVd in cultivated chrysanthemums collected from various areas in Japan in 2005 and 2006.
Fig. 1.  Detection of CSVd from wild type chrysanthemum 
using RT-PCR. Lane 1: Chrysanthemum crassum, Lane 
2: C. indicum, Lane 3: C. zawadskii, Lane 4: C. weyrichii, 
Lane 5: C. yoshinaganthum, Lane 6: C. japonense, Lane 
7: C. makinoi, Lane 8: C. wakasaense, Lane 9: DNase 
and RNase-free water, Lane 10: CSVd-infected 
chrysanthemum as a positive control, Lane M: 100-
bp ladder markers (TaKaRa).
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体 4 および変異体 5 はそれぞれ，シネラリアからの分離










　ポスピウイロイドの 2 次構造における 5 つのドメイン
構造には，左末端領域（TL），病原性領域（P），中央保
存領域（CCR），可変領域（V），右末端領域（TR）が
あり（Keese and Symons, 1985），今回のサンプルから
得られた変異体は中央保存領域（78-105 および 255-
280）では塩基の変異は見られず，病原性領域（45-70
および 284-309）で変異が多く見られた（第 3 表）．
第３節　考察
　CSVd は 1945 年にアメリカではじめて確認され，そ
の後，カナダでも発見された．1950 年代には日本を含
む各国のキク生産地においても発病が報告された




国内の 10 県で採集した栽培ギク（Chrysanthemum 
morifolium Ramat.）89 サンプルおよび花き研究所で保
存されている野生ギクから CSVd を検出し，21 単離株
の全塩基配列を決定した．その結果，栽培ギク 89 サン
プル中 80 サンプルが CSVd に感染しており，うち 36
サンプルは RT-PCR で検出されるレベルの高濃度感染で











ラ リ ア（Pericallis hybrida B. Nord.；Gross et al．，
1982），アゲラタム（Ageratum houstonianum Mill），マー
ガ レ ッ ト（Argyranthemum frutescens（L.））Schultz-
Bip.； Menzel and Maiss，2000）， ダ リ ア（Dahlia 
spp.；Nakashima et al．，2007），およびナス科植物の㼀㼍㼎㼘㼑 㻌㻟㻚㻌㻯㼛㼙㼜㼍㼞㼕㼟㼕㼛㼚㻌㼛㼒㻌㼚㼡㼏㼘㼑㼛㼠㼕㼐㼑㻌㼟㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑㼟㻌㼛㼒㻌㻯㻿㼂㼐㻌㼕㼟㼛㼘㼍㼠㼑㼐㻌㼒㼞㼛㼙㻌㼟㼠㼡㼚 㼠㼑㼐㻌㼏㼔㼞㼥㼟㼍㼚㼠㼔㼑㼙㼡㼙㻌㼜㼘㼍㼚㼠㼟㻌㼕㼚㻌㻶㼍㼜㼍㼚㻚㻞㻣 㻠㻣 㻠㻥 㻡㻜 㻢㻠 㻢㻡 㻝㻜㻟 㻝㻞㻜 㻝㻞㻢 㻝㻢㻞 㻞㻠㻤 㻞㻡㻠 㻞㻥㻟 㻞㻥㻤 㻟㻠㻡㻝 㼀㼟㼡㼗㼡㼎㼍㻌㻔㻵㼎㼍㼞㼍㼗㼕㻕㻘㻌㻵㼟㼔㼕㼛㼗㼍㻌㻔㻵㼎㼍㼞㼍㼗㼕㻕㻘㻷㼍㼟㼔㼕㼙㼍㻌㻔㻵㼎㼍㼞㼍㼗㼕㻕㻘㻌㻔㻲㼡㼗㼡㼟㼔㼕㼙㼍㻕㻘㻔㼀㼛㼏㼔㼕㼓㼕㻕㻘㻌㻭㼓㼍㼠㼟㼡㼙㼍㻌㻔㻳㼡㼚㼙㼍㻕㻘㻔㻴㼥㼛㼓㼛㻕㼆㻘㻔㻻㼗㼍㼥㼍㼙㼍㻕㻘㻌㻔㻲㼡㼗㼡㼛㼗㼍㻕 㻝㻠 㻯㼔㼞㼥㼟㼍㼚㼠㼔㼑㼙㼡㼙㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻘㻯㻚㻌㼖㼍㼜㼛㼚㼑㼚㼟㼑 㻌㼢㼍㼞㻚㻌㼖㼍㼜㼛㼚㼑㼚㼟㼑 㻘㻯㻚㻌㼣㼑㼥㼞㼕㼏㼔㼕㼕 㻳 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㼄㻝㻢㻠㻜㻤㻔㻿㼔㼕㼣㼍㼗㼡㻌㼑㼠㻌㼍㼘㻚㻘㻌㻝㻥㻥㻢㻕㻠㻕㼕㼗㼍㼞㼍㼎㻵㻔㻌㼍㼎㼡㼗㼡㼟㼀㻞 㻯㻚㻌㼖㼍㼜㼛㼚㼑㼚㼟㼑 㻌㼢㼍㼞㻚㻌㼖㼍㼜㼛㼚㼑㼚㼟㼑 㻘㻯㻚㻌㼕㼚㼐㼕㼏㼡㼙㻌㼢㼍㼞㻚㻌㼕㼚㼐㼕㼏㼡㼙㻘㻯㻚㻌㼙㼍㼗㼕㼚㼛㼕㻘㻯㻚㻌㼦㼍㼣㼍㼐㼟㼗㼕㼕 㻳 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㻭 㼁 㻭 㼁 㻹㻝㻥㻡㻜㻢㻔㻳㼞㼛㼟㼟㻌㼑㼠㻌㼍㼘㻚㻘㻌㻝㻥㻤㻞㻕㻟 㻵㼟㼔㼕㼛㼗㼍㻌㻔㻵㼎㼍㼞㼍㼗㼕㻕㻘㻌㻔㼅㼍㼙㼍㼓㼍㼠㼍㻕㼆 㻞 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㻭 㻭 㻯 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㻰㻤㻤㻤㻥㻡㻌㻔㻷㼍㼚㼑㼙㼍㼠㼟㼡㻌㼑㼠㻌㼍㼘㻚㻘㻝㻥㻥㻤㻕㻝㻕㼕㼗㼍㼞㼍㼎㻵㻔㻌㼍㼎㼡㼗㼡㼟㼀㻠 㻯㻚㻌㼥㼛㼟㼔㼕㼚㼍㼓㼍㼚㼠㼔㼡㼙㻌 㻳 㼁 㻳 㻭 㻭 㻳 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㻭 㼁 㼁 㻭 㻭㻮㻞㻣㻥㻣㻣㻜㼄㻡 㼀㼟㼡㼗㼡㼎㼍㻌㻔㻵㼎㼍㼞㼍㼗㼕㻕 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻭 㻯 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㻭㻮㻞㻣㻥㻣㻣㻝㼄㻢 㻔㻴㼛㼗㼗㼍㼕㼐㼛㻕㼆 㻞 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻭 㻯 㻳 㻭 㻳 㼁 㼁 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㻭㻮㻜㻜㻢㻣㻟㻣㻌㻔㻸㼕㻌㼑㼠㻌㼍㼘㻚㻘㻌㻝㻥㻥㻣㻕㻣 㻔㻿㼔㼕㼦㼡㼛㼗㼍㻕㼆 㻟 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㻯 㼁 㼁 㻭 㼁 㻔㻰㼛㼕㻌㼍㼚㼐㻌㻷㼍㼠㼛㻘㻌㻞㻜㻜㻠㻕㻤 㻔㻺㼕㼕㼓㼍㼠㼍㻕㼆 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻯 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㻔㻿㼡㼓㼕㼡㼞㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻘㻌㻝㻥㻥㻤㻕㻥 㻔㻲㼡㼗㼡㼛㼗㼍㻕㼆 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻭 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㻭 㻯 㻳 㻯 㼁 㻯 㻭 㼁 㻔㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻿㼍㼗㼍㼕㻘㻌㻞㻜㻜㻝㻕㻝㻜 㻔㻹㼕㼥㼍㼦㼍㼗㼕㻕㼆 㻞 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻭 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㻭 㻯 㻭 㻯 㼁 㼁 㻭 㼁 㻔㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻿㼍㼗㼍㼕㻘㻌㻞㻜㻜㻝㻕㻝㻝 㻔㻻㼗㼕㼚㼍㼣㼍㻕㼆 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻳 㻭 㻳 㻭 㻳 㻭 㻯 㻳 㻯 㼁 㻯 㻭 㼁 㻔㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻿㼍㼗㼍㼕㻘㻌㻞㻜㻜㻝㻕㻝㻞 㻔㻻㼗㼕㼚㼍㼣㼍㻕㼆 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㻭 㻭 㻯 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㼁 㼁 㻔㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻿㼍㼗㼍㼕㻘㻌㻞㻜㻜㻝㻕㻝㻟 㻔㻻㼗㼕㼚㼍㼣㼍㻕㼆 㻝 㻯㻚㻌㼙㼛㼞㼕㼒㼛㼘㼕㼡㼙 㻳 㼁 㻭 㻯 㻳 㻭 㻳 㼁 㻯 㻭 㼁 㼁 㼁 㻭 㼁 㻔㻴㼍㼚㼍㼐㼍㻌㼍㼚㼐㻌㻿㼍㼗㼍㼕㻘㻌㻞㻜㻜㻝㻕㼆㻰㼍㼠㼍㻌㼒㼞㼛㼙㻌㼜㼞㼑㼢㼕㼛㼡㼟㻌㼞㼑㼜㼛㼞㼠㼟㻚㼅㻼㼛㼟㼕㼠㼕㼛㼚㻌㼚㼡㼙㼎㼑㼞㻌㼕㼟㻌㼎㼍㼟㼑㼐㻌㼛㼚㻌㼠㼔㼑㻌㼟㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑㻌㼛㼒㻌㼟㼠㼞㼍㼕㼚㻌㻝㻚㻌㻼㻌㼐㼛㼙㼍㼕㼚㻌㼕㼟㻌㼘㼛㼏㼍㼠㼑㼐㻌㼕㼚㻌㼟㼔㼍㼐㼛㼣㼑㼐㻌㼍㼞㼑㼍㼟㻚㼄㻺㼑㼣㼘㼥㻌㼞㼑㼓㼕㼟㼠㼑㼞㼑㼐㻌㼟㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑㼟㻌㼕㼚㻌㼠㼔㼕㼟㻌㼟㼠㼡㼐㼥㻚
㻵㼟㼛㼘㼍㼠㼑㼐㻌㼍㼞㼑㼍㻌㻔㻼㼞㼑㼒㼑㼏㼠㼡㼞㼑㻕㼂㼍㼞㼕㼍㼚㼠㼚㼡㼙㼎㼑㼞 㻼㼛㼟㼕㼠㼕㼛㼚㻌㼛㼒㻌㼙㼡㼠㼍㼠㼕㼛㼚 㼅 㻭㼏㼏㼑㼟㼟㼕㼛㼚㻌㼚㼡㼙㼎㼑㼞㻌㼕㼚㻌㻰㻰㻮㻶㻔㻾㼑㼒㼑㼞㼑㼚㼏㼑㻕㻺㼡㼙㼎㼑㼞㻌㼛㼒㼕㼟㼛㼘㼍㼠㼑㼟 㻴㼛㼟㼠㼟Table 3 . Comparision of nucleotide sequences of CSVd isolated from stunted chrysanthemum plants in Japan.
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ペチュニア（Petunia hybrida hort.；Brierley，1953； 
Runia and Peters，1980；Verhoeven et al．，1998），









察されないが，キク ‘Mistletoe’ や ‘Bonnie Jean’ でのみ






















　第 2 節では RT-PCR において CSVd が検出された 14
サンプルおよび野生ギク 7 サンプルを用いて，CSVd の
全塩基配列を解析した．サンプルから検出された CSVd
の全長はすべて 354 塩基であった．これはイギリス株
（No. M19506; Gross et al．，1982）の 354 塩基と同じ
である．過去に国内で発生した CSVd の塩基数はすべて
354 塩基であった（土井・加藤，2004；花田・酒井，
2001；李ら，1997； Sugiura and Hanada，1998）．海
外ではこれまでに 354 ～ 356 塩基の CSVd が報告され
ており（Steger and Riesner，2003），354 塩基（日本，
イギリス），355 塩基（アメリカ，カナダ），356 塩基（オ
ーストラリア）がある．その中で最も多く報告されてい
る変異体は全長 354 塩基の CSVd であり，356 塩基の
CSVd はオーストラリアの CSVd（No. V01107）以外で
は報告されていない（Genbank/EMBL/DDBJ データベ
ース）．また，355 塩基の CSVd はツルニチニチソウ（No. 
DQ094298； Nie et al．，2005）やペチュニア（No. 
U82445； Verhoeven et al．，1998）から検出されてい
るのみである．これより，日本国内の CSVd はすべて






含め，現在知られている CSVd の変異体は 354，355，
356 塩基しかなく，既報の CSVd では塩基の挿入や欠失
による変異体は少ないと考えられた．
　ウイロイドの塩基配列の多様性については，ポスピウ
イロイド科のウイロイドでは CEVd（Gandia et al．，
2005，2007），Citrus dwarfing viroid（Owens et al．，
2000），Citrus bent leaf viroid（Foissac and Duran-Vila，
2000；Gandia and Duran-Vila，2004），PSTVd（Gruner 
et al．，1995；Gora et al．，1994； Gora-Sochacka et 
al．，1997），HSVd（Kofalvi et al．，1997），Grapevine 
yellow speckle viroid I（Polivka et al．，1996；Rigden 
and Rezaian，1993），アブサンウイロイド科のウイロ
イドでは Chrysanthemum chlorotic dwarf viroid（Codoner 
et al．，2006；Navarro and Flores，1997），Peach 
latent mosaic viroid（Ambros et al．，1998，1999；





　第 1 章第 2 節で行った塩基配列の解析の結果，5 クロ
ーンの CSVd が検出された（第 3 表）．21 分離株のうち
14 株は変異体 1（No. X16408）であり，兵庫株（塩飽ら，
1996）と同じ配列であった．変異体 1 は最も高頻度に
検出され，10 県中 6 県で検出されたことから，日本で
優占して分布する CSVd 系統と推定した（第 2 図）．日
本国内で発生した CSVd の塩基配列を既報の変異体を含
めて比較すると，変異体 1 とは最大 5 塩基の違いがある
だけであり（第 3 表），塩基配列の相同性は 98％～ 100 
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％であった．また，海外のものも含めても CSVd の変異




体（No. M19506），アゲラタム（No. Z68201），ダリア（No. 
AB255879, No. AB255879），ナス科のペチュニア
（No. U82445）や Solanum jasminoides Paxt.（No. 
DQ406591），ツルニチニチソウ（Vinca major  L.; No. 
DQ094298）がある．さらに，本研究では新たにナカガ
ワノギク（C. yoshinaganthum Makino ex Kitam.）に変












と同じであり，変異体１に近いと考えられる（第 3 図）． 
　しかし，ペチュニアの変異体はキクやトマトに汁液接
種で感染させることができたことが報告されているが





るのかは不明である．一方，PSTVd には 341 ～ 364 塩
基の長さの変異体が存在しており，それらは異なる宿主





（Matousek et al．，2007）．CEVd（Fagoaga et al．，










































Fig. 3.  Phylogenetic trees of CSVd. The phylogenetic tree 
was constructed according to Nie et al.(2005), using 
TCDVd as an out-group, and accession numbers 
were used as names for CSVd isolates. The numbers 
in the tree are the bootstraps from 100 trees. The 
CSVd in bold represent data from isolates of the 
present study.
Fig. 2.  Distribution of CSVd strains including previously 
reported ones in Japan. CSVd was detected in 
shadowed prefectures. Numbers in circulars indicate 








び 284-309）で変異が多く見られた（第 3 表）．変異体













8 種の野生ギクからはいずれも CSVd が RT-PCR で検出
され，病徴は認められなかったが，これらが CSVd の宿
主となることが初めて示された（第 1 図）．さらに塩基
配列が異なる 5 種の CSVd 変異体を認め，既報の系統と
は塩基配列の異なる系統として，栽培ギクからは変異体
5 が，ナカガワノギクからは変異体 4 が検出された（第
3 表）．変異体 1（DDBJ accession No. X16408）は最も
高頻度に検出され，10 県中 6 県で検出されたことから，
日本で優占的に分布するCSVd系統と推定した（第2図）．
日本国内で発生した CSVd の塩基配列を既報の変異体を
含めて比較すると，変異体 1 とは最大 5 塩基の違いがあ
るだけであり，塩基配列の相同性は 98 ％～ 100 ％であ
った（第 3 表）．また，海外のものも含めても CSVd の




第 2 章 日本国内での Tomato chlorotic dwarf 
viroid の発生とその特性
　第 1 章では国内における CSVd の発生状況とその変異
体についての調査を行い，すでに全国のキク産地で









に指定されている．また，TCDVd の RNA の塩基配列
は PSTVd と類似しており，塩基配列の相同性は 85％か




1999 年に PSTVd から分離され別種に位置付けられた
（Singh et al．，1999）．
　トマトに感染する既報のウイロイドは，TCDVd，




Fig. 4.  GrowTree phylogram of members of the genus 
Pospiviroid, indicating the distinct position of the 
TCDVd in comparison to PSTVd. Distances are 
estimated number of substitutions per 100 bases. 
MPVd, Mexican papita viroid; TPMVd, Tomato planta 
macho viroid; CEVd, Citrus exocortis viroid; TASVd, 
Tomato apical stunt viroid; CSVd, Chrysanthemum stunt 
viroid; CLVd, Columnea latent viroid; and IrVd, Iresine 
viroid. Citrus viroid IV(CVd-IV; X14638) was added as 
an outgroup.
花き研究所研究報告　第 11号18
CEVd, CSVd, CLVd（Singh et al．，2003b），Pepper 


































混合した 50 % 低粘度エポキシ樹脂（Polyscience）に移
して室温で一晩静置した．100 % 低粘度エポキシ樹脂に
移し，室温で 6 時間静置した．次に 70℃に 1 日間静置
した．固まった樹脂をダイヤモンドナイフで 80 -100 
nm の厚さに切った．Jiang et al．（2007）の方法に従
って，4 % 酢酸ウラニルで 10 分間および Sato's lead 
aqueous solution（1% 硝酸鉛，1 % 酢酸鉛，1 % クエン




るトマトの葉を 0.1M リン酸緩衝液（pH 7.0）で磨砕し，
健全トマト ‘ ルトガス ’ へカーボランダムによる汁液接
種を行った．また，感染トマトを台木として，健全トマ
ト ‘ ルトガス ’ を穂木として接木による接種を行った．
　接木接種および汁液接種による病徴の発現が確認され
た後，上位葉 20 g から TRIzol（Invitrogen）を用いて
total RNA を抽出した．対照区として健全トマトからも
同様に抽出を行った．Total RNA を 2 M LiCl 溶液中で
4℃ 2 時間静置した後，遠心分離して上清を回収した
（Semancik，1986）．エタノールを加えて 35 ％エタノ
ー ル 濃 度 に 調 整 し，SV total RNA isolation kit 
（Promega）のカラムで RNA を精製した．得られた
RNA を 15% ポリアクリルアミドゲル（PAGE）で電気
泳動し，エチジウムブロマイドで染色してウイロイドと
思われる 300 ～ 400 nt の RNA のバンドをゲルから切
り出した．この切りだしたゲル片を一晩室温で 2×STE
バッファー（100 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, pH 7.2）中で静置し，3000×g で遠心して上清を
回収した．この溶液を健全トマト ‘ ルトガス ’ の展開４
枚目の葉にカーボランダムを用いて接種し，14 時間日









加えて，RT 反応および PCR 反応のリバースプライマー
として，2A(5’-TGTTTCCACCG GTAGTAGC-3’)，
PCR の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 1S
（5’-ACTCGTGGTTCCTGTGGTTC-3’）を用いた（Herold 
et al．，1992）．3P と 4P，2A と 1S のプライマーセッ
トは TCDVd および PSTVd を検出用として設計されて
いる．それぞれの RT-PCR で増幅される cDNA は 360 
bp および 260 bp である．得られた PCR 産物を電気泳
動し，ウイロイド由来と想定されるバンドを切り取り，
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Qigaen QIA quick gel extraction kit（Qiagen）を用い
て DNA を 回 収 し た．BigDye terminator cycle 
sequence kit（Applied Biosystems）でシークエンス反



















ト ‘ ルトガス ’ の展開葉を材料にした RT-PCR の結果，
プライマーセット 3P と 4P の RT-PCR では約 360 bp，
また，2A と 1S の RT-PCR では約 260 bp のバンドが得
られた（第 6 図）．これらのバンドを切り出して，ダイ
レクトシークエンスを行った結果，カナダで発生した
TCDVd（No. AF162131; Singh et al．，1999）の塩基




Fig. 6.  Reverse transcription and polymerase chain 
reaction products amplified using two pairs of 3P and 
4P primers or 2A and 1S primers. Lane 1: diseased 
tomato leaves collected from a field at Hiroshima 
Prefecture, 2: graft-inoculated tomato leaves, 3: 
mechanically-inoculated tomato leaves, 4: mock-
inoculated tomato leaves, 5: distilled water control, 
M: 100-bp size marker.
Fig. 5.  Viroid symptoms of a ‘Rutgers’ tomato plant infected 
with a TCDVd (Japanese) isolate. An infected tomato 
plant shows chlorosis of leaves and dwarfing.
Fig. 7.  Comparison of complete sequence and proposed secondary structure of PSTVd(EU862231) and TCDVd(AB329668). 
The five structural domains (Keese and Symons, 1985) are indicated. TL = left-terminal domain, Central = central 
domain, and TR = right-terminal.
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（C→A），199（G→T）の 5 塩基が異なっていた（第 7 図）．
以上の結果より，TCDVd の日本国内での発生が初めて
確認された．
第 2 節　発生のみられる Tomato chlorotic 
dwarf viroid の特性
　第 1 節の実験結果から日本国内にも TCDVd が発生し





　Singh et al．（1999）は，オオセンナリ（Nicandra 
physaloides L. Gaertn.），Nicotiana debneyi Domin，N. 
glutinosa L.，N. physaloides L.，Physalis angulata L.，
Scopolia sinensis Hemsl.，Solanum demissum Lindl.，トマ
ト（S. lycopersicum L.），ジャガイモ（S. tuberosum L.） と
いったナス科植物やバーベナ（Verbena hybrida）が
TCDVd の宿主であることを報告している（Singh et 
al．，2006）．しかし，TCDVd の近縁のウイロイドであ
る PSTVd は， ナ ス 科 の み な ら ず， ム ラ サ キ 科
（Boraginaceae），キキョウ科（Campanulaceae），ナデ
シ コ 科（Caryophyllaceae）， ヒ ル ガ オ 科
（Convolvulaceae），キク科（Compositae），マツムシソ
ウ科（Dipsaceae），ムクロジ科（Sapindaceae），ゴマ








Plant species Infection Plant species Infection
Aizoac e ae Pe daliac e ae
  Tetragonia tetragonioides -   Sesamum indicum -
Amaranthac e ae Sc rophula riac e ae
  Gomphrena globosa
-
Z
  Antirrhium majus -
Apoc ynac e ae Solanac e ae
  Catharanthus roseus -   Capsicum annuum +
  Vinca major +Y   Datura metel - Z
Bras s ic ac e ae   D. stramonium +
  Brassica oleracea  var. capitata -   Nicandra physaloides +Z
  B. rapa var. peruviridis -   Nicotiana benthamiana +
Che nopodiac e ae   N. clevelandii +
  Spinacia oleracea -   N. debneyi +Z
  Chenopodium amaranticolor -   N. glutinosa +
  C. quinoa -   N. occidentalis +
Compos it ae   N. physaloides +Z
  Ageratum houstonianum -   N. rustica +
  Arctium lappa -   N. tabacum  'Samsun' +
  Chrysanthemum coronarium +  N. tabacu m 'Xanthi' +
  C. morifolium -   Physalis angulata +Z
  Helianthus annuus -   P. floridana +
  Lactuca sativa -  Petunia h ybrida +
  Leucanthemum paludosum 'North Pole' +   Scopolia sinensis +Z
Cuc urbit ac e ae   Solanum carolinense +
  Cucumis melo -   S. demissum +Z
  C. sativus -   S. lycopersicum +Z
Fabac e ae   S. melongena +
  Crotalaria juncea -   S. mammosum +
  Vigna unguiculata -   S. nigrum +
Ge nt ianac e ae   S. tuberosum +Z
  Eustoma grandiflorum - Ve rbe nac e ae
  Verbena hybrida +X
Table  4. Host ran e of TCDVd.
ZData from Sin gh et al. (1999). YData from Sin gh and Dilworth (2009). XSingh et al. (2006).
 
Table 4 . Host range of TCDVd.
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材料および方法
１）Tomato chlorotic dwarf viroid の宿主範囲
　TCDVd の宿主範囲を調査するために，本ウイロイド
に感染したトマト ‘ ルトガス ’ の葉 0.1 g を 0.1 M リン酸
緩衝液（pH 7.0）で磨砕し，各種植物にカーボランダム
で汁液接種した．接種後は 14 時間日長，20 ～ 30℃に
維持し，温室で栽培した．その後，接種植物における病





ために，‘ ルトガス ’，‘ 桃太郎 ’，‘ ハウス桃太郎 ’，‘ 福寿




ト ‘ ルトガス ’ への戻し接種の接種源とした．戻し接種
の方法は，採取した上位葉を 0.1 M リン酸緩衝液（pH 
7.0）で磨砕してトマト ‘ ルトガス ’ にカーボランダムで
接種した．
　TCDVdのRT-PCR検定は第 2章第 1節の方法に従い，
3P と 4P のプライマーセットを用いて行った． 






　本実験では，TCDVd に感染したトマト葉 0.1g を
0.1M リン酸緩衝液（pH 7.0）で磨砕して作製した磨砕
液に各処理を施し，その汁液を健全トマト ‘ ルトガス ’
に接種して病徴観察と RT-PCR による検定で評価した．
TCDVd の RT-PCR 検定は第 2 章第 1 節の方法に従い，
3P と 4P のプライマーセットを用いて行った．
　まず TCDVd の耐熱性を調査するために，感染磨砕液
を 100℃で各 10，20，30，40 分間煮沸処理し，その処
理液を健全トマトに接種して感染性を検定した．また，
TCDVd 希釈液を用いて感染限界を調べるため，トマト
葉 0.1 g から作製した感染磨砕液を 0.1 M リン酸緩衝液
（pH 7.0）で 10 倍から 107 倍まで段階的に希釈し，それ
ら希釈液を健全トマトに接種した．
　次に，保存性を調査するために，感染磨砕液を室温に










感染であった（第 4 表）．ナス科では，Datura metel L. を
除くすべての接種植物で感染したが，感染植物ではトマ
トと Nicotiana glutinosa L. のみで発症し，その他は無病
徴感染であった．感染した N. glutinosa L. では花色の退
色が観察された．また，キク科ではシュンギク（C. 
coronarium L.） と ノ ー ス ポ ー ル（Leucanthemum 
paludosum（Poir）Pomel）で感染が確認されたが，無病
徴であった．
　一方，TCDVd を接種したトマト各品種は，接種 3 ～
4 週間後にはすべて上位葉の退緑，黄化，葉巻症状を呈




Rutgers  Plants stunted with severe systemic leaf chlorosis and malformation
Momotaro Plants stunted with systemic leaf chlorosis and malformation
House Momotaro Plants stunted with systemic leaf chlorosis and malformation
Fukuju No. 2䚷䚷䚷䚷  Plants stunted with systemic leaf chlorosis and malformation
Redall  Plants stunted with systemic leaf chlorosis and malformation
Ponderosa Interveinal leaf chlorosis and yellowing of axillary bud +






Table 5 . Symptoms and detetion of tomato cultivars inocualted with TCDVd.
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２）Tomato chlorotic dwarf viroid の物理的特性
耐熱性
　TCDVd の耐熱性試験の結果，TCDVd 磨砕液は 100℃
で 10 ～ 30 分煮沸処理してもその感染性を有しており，
本ウイロイドの感染性を失活させるためには 100℃で 40
分間以上の処理が必要であることが分かった（第 6 表）． 
耐希釈性
　TCDVd の希釈限界を調査した結果，葉 0.1 g の磨砕




　TCDVd は室温で 3 日以上放置することで感染性は失











様 RNA の接種試験および RT-PCR 増幅産物の塩基配列
の解析を行った．結果，その病原体は TCDVd であるこ
とが判明した．これより，日本で初めて TCDVd の発生
が 確 認 さ れ た． 海 外 で は カ ナ ダ で ト マ ト（No. 
AF162131; Singh et al．，1999），アメリカでトマト（No. 
AY372399; Verhoeven et al．，2004），インドでバーベ
ナ（No. DQ846883; Singh et al．，2006），アメリカで
ペチュニア（No. DQ859013; Verhoeven et al．，2007），
イギリスでペチュニア（No. EF582392; James et al．，
2008）から TCDVd が検出されている（第 10 表）．カ
ナダとアメリカのトマトから検出された TCDVd の全長
は 360 塩基であり，広島県のトマト，アメリカとイギリ
スのペチュニアから検出された TCDVd の全長は 359 塩
基であった．








YNumber of test plants infected with TCDVd / total number of plants.
ZPreparations were maintained at room temperature for the given days. 
Strorage period Z
(days) Test plants infected
Y
 











XPreparations were maintained dry at room temperature for the given days.
YNumber of test plants infected with TCDVd / total number of plants.
Strorage period Z
(days) Test plants infected
Y







ZPre parations were heated at 100 䉝 for the given time.Duration at 100 䉝 Z(min.) Test plants infected Y
YNumber of test plants infected with TCDVd / total number of plants.
 








YNumber of test plants infected with TCDVd / total number of plants.
ZPre parations were diluted with phosphate buffer ( pH 7.0).
Dilution of
inoculumZ Test plants infected
Y
 
Table 7 . Infectivity of diluted crude sap.
松下：園芸植物における日本国内でのウイロイドの発生分布と変異体の感染性 23
らの RNA 抽出を簡略化した有用な検出技術であり，
CSVd や CChMVd の検出に用いることができる．
TCDVd の病徴を示したトマトから採取した葉を用いた
RT-PCR には Hosokawa et al．（2005）の方法に従って
direct RT-PCR 法で TCDVd の検出を行った．その結果，
プライマーセット 3P と 4P の RT-PCR では約 360 bp，
また，2A と 1S の RT-PCR では約 260 bp のバンドが得
られた（第 6 図）．これは Singh et al．（1999）が行っ
た RT-PCR の結果と一致する．また，PCR 産物の塩基
配列の解析から，産物は TCDVd の PCR の増幅産物で
あることが示された．以上より，プライマーセット 3P
と 4P および 2A と 1S を用いた direct RT-PCR 法によ
ってトマトから TCDVd を検出することが可能であるこ
とが示された．さらに TCDVd の宿主植物の検定におい
ても本法を用いて RT-PCR を行った結果，第 4 表に示
す感染植物種からも TCDVd を検出することができたこ
とから，TCDVd の感染植物の検定に direct RT-PCR 法
を利用することが可能であることが示された．
　TCDVd の検出に用いたプライマーセット 3P と 4P，









の塩基配列（No. AF162131）と 98 % 一致することから，
TCDVd であると判断される．Verhoeven et al．（2004）
は，オランダ国内未発生のポスピウイロイドを検出する
ために，CLVd を除くすべてのポスピウイロイドを検出
す る 共 通 プ ラ イ マ ー セ ッ ト（Pospi1-FW: 5’ 








ソウ（Vinca minor L.）が TCDVd の宿主植物であると報
告 さ れ て い る（Singh et al．，2006；Singh and 
Dilworth，2009）．過去の報告も含めて感染植物の中で，





では Brugmansia sanguinea から検出されており（第 10
表），それら植物では何れも無病徴感染である．
Verhoeven  and Roenhorst（2010）および Verhoeven 






られた．同様に TCDVd と近縁種の PSTVd においても，
PSTVd の無病徴感染植物である Solanum jasminoides か
らトマトへ容易に感染させることが可能であったことか
ら，無病徴感染植物からのトマトへの伝染の可能性が示
Year Country Host Length Accession numberin DDBJ Reference
1999 Canada Solanum lycopersicum 360
2004 USA S. lycopersicum 360
2006 India Verbena  hybrida partial sequence DQ846883 Singh et al. 䠄2006䠅
2007 USA Petunia  hybrida 359
2008 Japan S. lycopersicum 359
2008 UK Petunia  hybrida 359
359
2009 USA Vinca minor 360
2009 Finland Petunia  hybrida
2009 Czech Republic Petunia  hybrida
2009 USA S. lycopersicum 360
2009 Mexico S. lycopersicum -
2010 Netherlands Brugmansia sanguinea 356
2010 France S. lycopersicum 360
AF162131　　　　Singh et al. 䠄1999䠅
AY372399　　　Verhoeven et al. 䠄2004䠅
DQ859013　　　Verhoeven et al. 䠄2007䠅
AB329668　　　　This stduy
EF582392　　　　James et al. 䠄2008䠅
EF582393
EU625577　　　　Singh and Dilworth 䠄2009䠅
FJ822878　　　　Ling and Zhang 䠄2009䠅
GQ131572　　　　Ling et al. 䠄2009䠅䚷
EF626530　　　　Verhoeven et al. 䠄2010䠅
EU729744　　　　Candresse et al. 䠄2010䠅䚷-- -- --












　TCDVd の宿主範囲は近縁種の PSTVd と類似してお
り，どちらもほとんどのナス科植物に感染性を示した．
ただし，PSTVd はセンニチコウ（Gomphrena globosa L.）
に感染するが（Singh et al．，2003b），TCDVd は感染
しなかった（第 4 表）．両ウイロイドの塩基配列の相同




統樹では PSTVd と TCDVd，TPMVd と MPVd がそれ
ぞれ近縁であることが示されているが（第 4 図），
PSTVd や TPMVd（Singh et al．，2003b）はセンニチ
コウに感染するが，TCDVd や MPVd（Martinez-Soriano 
et al．，1996）は感染しない．TCDVd や MPVd の塩基
配列を比較すると，全塩基配列では相同性は 80 % しか
ないが，右末端領域（TR）の塩基配列では相同性は 93 
% もある（Singh et al．，2003b）．それに対して，
TCDVd と PSTVd の右末端領域を比較すると，80% の
相同性しかない（第 7 図）．右末端領域の塩基配列は，
TCDVd や PSTVd のセンニチコウにおける感染性に関
与しているかもしれない．
　本節の実験では TCDVd は N. tabacum に全身感染する
ことが確認できたが，Singh et al．（1999）の実験では
N. tabacum には感染しなかった．本節で用いた TCDVd




位置していた（第 11 表）．N. tabacum に感染するために
はこの領域の特定の塩基が重要であると考えられる．一
方，これまでに全塩基配列が報告されている TCDVd は




れている（James et al．，2008；Singh and Dilworth，







するために，‘ ルトガス ’，‘ 桃太郎 ’，‘ ハウス桃太郎 ’，‘ 福
寿 2 号 ’，‘ レッドオール ’，‘ ポンテローザ ’，‘ マイクロ
トム ’ に TCDVd を接種した結果，すべての品種ですべ
て上位葉の退緑，黄化，葉巻症状を呈した（第 5 表）．
過去に行われた接種試験においても，‘Sheyenne’ や
‘Trust’ は上記と同様の症状を呈した（Singh et al．，
1999）．これら商業品種のトマトには TCDVd に対する
抵抗性はないと考えられる．PSTVd に対しては ‘ ルトガ
ス ’ をはじめ，多数の品種が病徴を示すことが知られて
いるが（Mahfouze et al．，2009），‘Goldkugel’ は感染
しても病徴を示さない（Stark-Lorenzen et al．，1997）．
しかし，トマトにおける PSTVd の病徴は PSTVd の塩
基配列のわずかな違いによって異なることが知られてい
ることから（Gross et al．，1981），接種する PSTVd の
系統によっては，たとえ同一品種であっても，その病徴
は異なると考えられる．残念ながら Stark-Lorenzen et 
al．（1997）や Mahfouze et al．（2009）が接種試験で
28 45 60 63 92 157 158 160 161 165 167 177 184 196 197 198 199 202 203 257 308 346
AF162131 Solanum lycopersicum Singh et al. 䠄1999䠅
AY372399 S. lycopersicum Verhoeven et al. 䠄2004䠅
EU729744 S. lycopersicum Candresse et al. 䠄2010䠅䚷
AB329668 S. lycopersicum This study
FJ822878 S. lycopersicum Ling and Zhang (2009䠅
GQ131572 S. lycopersicum Ling et al. 䠄2009䠅䚷
DQ859013 Petunia hybrida Verhoeven et al. 䠄2007䠅
EF582392 Petunia  hybrida James et al. 䠄2008䠅
EF582393 Petunia  hybrida James et al. 䠄2008䠅
EU625577 Vinca major Singh and Dilworth 䠄2009䠅
EF626530 Brugmansia sanguinea
ZPosition number is based on the sequence  of AF16131. Terminal right (TR) domain is located in shadowed areas.
Position of mutation ZAccession number
 in DDBJ Hosts Reference
Verhoeven et al. (2010䠅U U - U C U A U C U U G C U C U G G U A - AA-AUGGUCUCGUUCUAUCU-UU A-UUGGUCUCGUUCUAUCU-UU A-AUGUUAGCG-ACUAUCU-UU AU+UCGGCAGCG-CCGAUCUA+AU AU+UCGGCAGCG-CCGAUCUA+AUU U - U U U A U C A - G C G A U U G U A - AA-AUGUUAGCG-ACUAUCU-UA A-AUGUUAGCG-ACUAUCU-UU G-AUGGUCUCGUUCUUGCU-UU A-AU-G-CUUACC-UAUC--UU















　TCDVd の耐熱性試験の結果，TCDVd 磨砕液は 100℃
で 10 ～ 30 分煮沸処理してもその感染性を有していた





TCDVd の感染性が認められた（第 7 表）．TCDVd は高
い耐熱性や耐希釈性を有していることが明らかになっ
た． 




































and Roenhorst, 2010; Verhoeven et al．，2004，2010），
それらの植物に触れた器具の消毒をすることが重要であ
ると考えられる．これまでに次亜塩素酸ナトリウム
（Garnsey and Whidden，1971；Roistacher et al．，
1969；Singh et al．，1989）や第三リン酸ナトリウム





ナトリウム（pH 11.8）が最も効果的に TCDVd の感染
を阻害することができた（Matsuura et al．，2010）．一
方で，2.5 % または 5 % 第三リン酸ナトリウムによる消




ら，Matsuura et al．（2010）は pH 値を変えることで
低濃度での効果を調査した．その結果，pH 10.6 の 0.06 
% 次亜塩素酸ナトリウムの処理区では接種したトマトの







の病原体から RT-PCR によって PSTVd または TCDVd
のバンドが検出された．その PCR 産物の塩基配列を解
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析 し た 結 果， カ ナ ダ で 発 生 し た TCDVd（No. 
AF162131；Singh et al．，1999）の塩基配列と 98 % 一







と Nicotiana glutinosa L. のみで発症し，その他は無病徴
感染であった．（第 4表）．また，TCDVdは高い耐熱性（第













第 3 章　Chrysanthemum stunt viroid の変異
と感染性
　第 1 章および第 2 章の実験結果より CSVd や TCDVd
の日本国内における発生状況が明らかとなった．特に，
第 1 章第 2 節では，これまで 33 件の CSVd の変異体が





ことが報告されている（Ito et al．，2010；Fagoaga et 




























性 cDNA および RNA クローン技術はウイロイドの研究
では広く用いられてきた方法であり，PSTVd（Cress et 
al．，1983），HSVd（Meshi et al．，1984），CEVd（Visvader 
et al．，1985）の感染性 cDNA クローンが開発され，実
際に植物に接種して感染させることに成功している．ま
た，cDNA クローンから転写された PSTVd（Tabler 







CSVd の感染性 cDNA クローン技術はこれまでに報告さ







１）CSVd に感染したキクからの CSVd RNA の単離と塩
基配列の決定
　CSVd に感染したキク（C. morifloium Ramat.）‘ セイ
エルザ ’ と CSVd 非感染のキク ‘ セイエルザ ’ の挿し芽苗
を温室で 14 時間日長，20 ～ 30℃に維持して栽培した．
これらのキクの上位葉 20 g を液体窒素で凍結してサン
プリングした．TRIzol（Invitrogen）を用いて Total 
RNA を抽出した．得られた RNA を 2M 塩化リチウム中
で 2 時間 4℃で静置し，上清を回収して 35 ％エタノー
ル濃度になるようエタノールを加え，SV total RNA 
isolation kit （Promega）のカラムで RNA を精製した．
得られた RNA を 15 % ポリアクリルアミドゲルで電気
泳動した．エチジウムブロマイドで染色して CSVd の
RNA のバンドをゲルから切り出した（第 8 図 A）．この
切りだしたゲル片を一晩室温で 2×STE バッファー（100 
mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.2）中
で静置し，3000×g で遠心して上清を回収した．得られ
た RNA が CSVd であることを確認するために，第 1 章
第 1 節の方法に従って，RT-PCR 法によって CSVd のバ
ンドを検出した．単離した CSVd の塩基配列を決定する





２）CSVd RNA の in vitro 合成
　CSVd の＋鎖 RNA と－鎖 RNA を別々に合成するた
めに，CSVd の全長配列を持つベクター（pT7-CSVd）
を用いて，＋鎖と－鎖の全長 CSVd の PCR 産物を得た．
PCR 産物の合成にはプライマーセットとして，＋鎖用
に CSVd-R と CSVd-F，－鎖用に CSVd-mR と CSVd-
mF をそれぞれリバースプライマーとフォワードプライ
マーとして用いた（第 12 表）．PCR の反応液には，
0.5μL のリバースプライマー（20 μM），0.5μL のフォ
ワードプライマー（20 μM），10 μL の 5×PrimeSTAR 
HS buffer（TaKaRa），0.5 μL の Prime STAR HS DNA 
polymerase（TaKaRa），4 μL の dNTPs（各 2.5 mM）
の混合溶液を用いて，ここに pT7-CSVd（50 ng/μL）を
1 μL 加えて，DNase free 水で 50 μL に調整したものを
用いた．PCR 条件は 98℃ -10 秒，60℃ -5 秒，72℃ -30
秒の 35 サイクルとした．6 μL の PCR 反応液を 1.0 %
アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイドで
染色した後，目的の大きさである T7 プロモーター配列
と CSVd の配列を合計した約 375 bp バンドを UV 光下
で確認した． 
　得られた PCR 産物を鋳型にして，Ampliscribe T7 kit
（Epicentre Technologies）を用い 37℃で RNA の転写を
12 時間行わせた．転写産物を DNase Ⅰで処理し，8 %
ポリアクリルアミドゲルで電気泳動して RNA のバンド
を切り取り，上記の方法で精製した．得られた RNA が
CSVd であることを確認するために第 1 章第 1 節の方法
に従って，RT-PCR 法によって CSVd のバンドを検出し
た．＋鎖の RT-PCR には CSVd-r を RT のプライマーと
して用いて，PCR には CSVd-f をフォワードプライマー
として用いた（第 12 表）．－鎖の RT-PCR には CSVd-f
を RT のプライマーとして用いて，PCR には CSVd-f を
フォワードプライマーとして用いた．
３）CSVd 感染試験
　CSVd の全長 cDNA をもつプラスミド（pT7-CSV），
CSVd の全長 cDNA PCR 産物，転写 RNA である CSVd
（＋）RNA および CSVd（－）RNA を植物体に接種し
て感染の有無を調べた．接種植物として野生ギクである
イソギク（C. pacificum Nakai）を用いた．それぞれの植
物に 2.5 μg の pT7-CSV，cDNA PCR 産物，CSVd（＋）
RNA，CSVd（－）RNA を接種した．接種方法は接種
源を針の先に付着させ，それを接種植物の茎に刺す方法
で行った（第 8 図 A）．ポジティブコントロールとして，
CSVd に感染したキクから抽出した total RNA を用い，
ネガティブコントロールとして RNase-free 水を用いた．
接種植物にはそれぞれの実験区において 6 個体を用い
た．14 時間日長 20 ～ 24℃で栽培した．接種 2 週間後，
接種葉より上位の展開葉 100 mg を採取して TRIzol
（Invitrogen）で total RNA を抽出し，RT-PCR を行っ
た（第 8 図 B）．RT-PCR はシークスンス用プライマー
セットとして，CSVd-94-r および CSVd-94-f を用い，
第 1 章第 1 節の方法に従って行った（第 12 表）．得られ
た PCR 産物を pGEM-T easy ベクターにクローニング
し，M13 プライマーを用いて BigDye terminator cycle 
sequence kit（Applied Biosystems）でシークエンス反




　転写 CSVd RNA を接種して 8 週間後のイソギクから
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Fig. 8.  Isolation, identification and in vitro synthesis of CSVd RNA. A: Isolation of CSVd RNA from the infected 
chrysanthemum plants and in vitro synthesis of CSVd RNA. B: Analysis of CSVd replication after the inoculation of 
CSVd nucleic acids. C: Complete sequence and proposed secondary structure of isolated CSVd (No. X16408). The 
nucleotide substitutions and deletions from previously reported CSVd (No. V01107; Haseloff and Symons, 1981) are 




それを台木にして，CSVd 非感染のキク ‘ セイエルザ ’
を穂木にして接木による接種を行った（第 9 図 A）．接
木植物を 8 週間，14 時間日長 20 ～ 24℃で栽培した．
　 穂 木 の 最 上 位 葉 100 mg を 採 取 し て TRIzol
（Invitrogen）で total RNA を抽出し，第１章第１節の
方法で RT-PCR を行い CSVd の感染を確認した．その
上で，穂木の CSVd のわい化症状を確認するために，穂
木から挿し芽を採取し発根させた．同様に対照区として
非接種のキク ‘ セイエルザ ’ から挿し芽を採取し発根さ
せた．発根した挿し芽をハウス内に定植し，4 か月間 14
時間日長 20 ～ 24℃で栽培した．CSVd 接種の ‘ セイエ
ルザ ’ と非接種の ‘ セイエルザ ’ の草丈を比較した．㼀㼍㼎㼘㼑 㻌㻝㻞㻚㻌㻻㼘㼕㼓㼛㼚㼡㼏㼘㼑㼛㼠㼕㼐㼑㻌㼜㼞㼕㼙㼑㼞㼟㻌㼡㼟㼑㼐㻌㼒㼛㼞㻌㼕㼚㻌㼢㼕㼠㼞㼛㻌㼟㼥㼚㼠㼔㼑㼟㼕㼟㻌㼛㼒㻌㻯㻿㼂㼐㻌㻾㻺㻭㻌㼍㼚㼐㻌㻾㼀㻙㻼㻯㻾 㼆㻚㻯㻿㼂䡀䠉㻾 㻵㼚㻌㼢㼕㼠㼞㼛㻌㼠㼞㼍㼚㼟㼏㼞㼕㼜㼠㼕㼛㼚 㻳㻭㻳㻳㻳㻭㻭㻯㻭㻭㻭㻭㻯㼀㻭㻭㻳㻳㼀㼀㻯㻯㻭㻯㻳㻳㻳㻯㻔㼜㼘㼡㼟㻌㼟㼠㼞㼍㼚㼐㻌㻾㻺㻭㻕㻯㻿㼂䡀䠉㻲 㻵㼚㻌㼢㼕㼠㼞㼛㻌㼠㼞㼍㼚㼟㼏㼞㼕㼜㼠㼕㼛㼚 㻭㻳㻭㻳㼀㻭㻭㼀㻭㻯㻳㻭㻯㼀㻯㻭㻯㼀㻭㼀㻭㻳㻳㻳㻭㻯㼀㼀㻭㻯㼀㼀㻳㼀㻳㻳㼀㼀㻯㻯㼀㻳㼀㻳㻳㻔㼜㼘㼡㼟㻌㼟㼠㼞㼍㼚㼐㻌㻾㻺㻭㻕㻯㻿㼂㼐㻙㼙㻾 㻵㼚㻌㼢㼕㼠㼞㼛㻌㼠㼞㼍㼚㼟㼏㼞㼕㼜㼠㼕㼛㼚 㻯㻳㻳㻳㻭㻯㼀㼀㻭㻯㼀㼀㻳㼀㻳㻳㼀㼀㻯㻯㼀㻔㼙㼕㼚㼡㼟㻌㼟㼠㼞㼍㼚㼐㻌㻾㻺㻭㻕㻯㻿㼂㻙㼙㻲 㻵㼚㻌㼢㼕㼠㼞㼛㻌㼠㼞㼍㼚㼟㼏㼞㼕㼜㼠㼕㼛㼚 㻭㻳㻭㻳㼀㻭㻭㼀㻭㻯㻳㻭㻯㼀㻯㻭㻯㼀㻭㼀㻭㻳㻳㻳㻭㻭㻯㻭㻭㻭㻭㻯㼀㻭㻭㻳㻳㼀㻔㼙㼕㼚㼡㼟㻌㼟㼠㼞㼍㼚㼐㻌㻾㻺㻭㻕㻯㻿㼂㼐㻙䡎 㻾㼀㻙㻼㻯㻾 㻭㻳㻳㻭㼀㼀㻭㻯㼀㻯㻯㼀㻳㼀㻯㼀㻯㻳㻯㻭㻯㻿㼂㼐㻙㼒 㻾㼀㻙㻼㻯㻾 㻯㻭㻭㻯㼀㻳㻭㻭㻳㻯㼀㼀㻯㻭㻭㻯㻳㻯㻯㼀㼀㻯㻿㼂㼐㻙㻥㻠㻙㼞 㻿㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑 㻳㻳㻭㼀㻯㻯㻯㼀㻳㻭㻭㻳㻳㻭㻯㼀㻯㻿㼂㼐㻙㻥㻠㻙㼒 㻿㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑 㻯㻯㻳㻳㻳㻳㻭㻭㻭㻯㻯㼀㻯㻯㻭㻳㼆㼀㼔㼑㻌㼀㻣㻌㻾㻺㻭㻌㼜㼛㼘㼥㼙㼑㼞㼍㼟㼑㻌㼜㼞㼛㼙㼛㼠㼑㼞㻌㼟㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑㻌㼕㼟㻌㼐㼑㼜㼕㼏㼠㼑㼐㻌㼕㼚㻌㼎㼛㼘㼐㻌㼘㼑㼠 㼠㼑㼞㼟㻚
㻺㼍㼙㼑 㻹㼑㼠㼔㼛㼐 㻿㼑㼝㼡㼑㼚㼏㼑㻌㻔㻡㻓㻙㻟㻓㻕 㼀㼍㼞㼓㼑㼠㻌㼛㼒㻌㼍㼙㼜㼘㼕㼒㼕㼏㼍㼠㼕㼛㼚㻔㼜㼛㼟㼕㼠㼕㼛㼚㻌㼚㼡㼙㼎㼑㼞㻕㻟㻞㻤㻙㻝㻞㻙㻞㻡㻝㻙㻞㻝㻟㻟㻣㻙㻟㻡㻠㻤㻤㻙㻣㻠㻥㻜㻙㻝㻜㻡㻝㻠㻤㻙㻝㻢㻣㻞㻢㻥㻙㻞㻥㻜 㻌
Table 12 . Oligonucleotide primers used for in vitro synthesis of CSVd RNA and RT-PCRZ.
Fig. 9.  Grafting assay to analyze the ability of linear CSVd RNA to reproduce the disease symptoms in cultivated 
chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium) plants. A: Grafting procedure used in our study, B: Comparison of the 









ンドが得られた（第 8 図 A）．このバンドをゲルから分
離して精製し，それをテンプレートとして RT-PCR を行
ったところ CSVd が検出された（第 10 図）．これより，
単離したバンドは CSVd RNA であることが示された．
　次に，ポリアクリルアミドゲルより単離した CSVd の
全塩基配列を決定するために，CSVd の全長 cDNA をク
ローニングして得られたプラスミド（pT7-CSV）の 5 ク
ローンの配列を解析した結果，Genbank accession no. 
X16408 の CSVd 系統が得られた（第 8 図 C）．初報の
CSVd の配列（No. V01107；Haseloff and Symons，





　T7 プロモーター配列をもつ CSVd の全長 DNA を鋳
型にして in vitro において転写した CSVd（＋）RNA お
よび CSVd（－）RNA をイソギクに接種したところ，
CSVd（＋）RNA 区では，CSVd に感染したキクから抽
出した total RNA を接種した区と同様に，接種 4 週間後
には半数の個体で CSVd が検出された（第 13 表）．なお，
どちらの区においても，接種 3 週間後の時点では感染は
確認されなかった．一方，プラスミド pT7-CSV や










た（第 9 図 B）．これより，転写 CSVd（＋）RNA は自
然界の CSVd と同様に，栽培ギクにおいて病徴を発現す
ることが示された．










Table 13.  Ability of CSVd nucleic acids to replicate in 
Chrysanthemum pacificum plants.
Fig. 10.  Detection of CSVd in RNAs extracted from poly 
acrylamide gel using RT-PCR. Lane 1: CSVd 
extracted from an expected RNA band in poly 
a c r y l a m i d e  g e l ,  L a n e  2 :  C S V d - i n f e c t e d 
chrysanthemum as a positive control, 3: DNase and 
RNase-free water, Lane M: 100-bp ladder markers 
(TaKaRa).
M 1 2 3
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ZNumber of test plants infected with CSVd / number of plants 
inoculated.








１）園芸植物への転写 CSVd RNA の接種試験




ナス科のトマト（Solanum lycopersicumL.）‘ ルトガス ’
を用いた．栄養成長中のイソギクおよびアゲラタム ‘ ブ
ルーミング ’ から挿し芽を採取し，発根した挿し芽をハ
ウス内に定植した．最上位の展開葉に 2.5 μg の転写
CSVd（＋）RNA を接種した．また，シュンギクおよび
トマト ‘ ルトガス ’ の種子を播種し，子葉に 2.5 μg の転
写 CSVd（＋）RNA を接種した．
　接種植物を 8 週間，14 時間日長 20 ～ 24℃で栽培した．
接種 4，6，8 週間後に最上位葉 100 mg を採取して
TRIzol（Invitrogen）で total RNA を抽出し，CSVd-
94-r および CSVd-94-f を用いて，第１章第１節の方法
で RT-PCR を行い，CSVd の感染を確認した．接種 8 週
間後の最上位葉から得た PCR 産物を pGEM-T easy ベ
クターにクローニングした．クローニングには各 2 植物
体の PCR 産物を用いた．M13 プライマーを用いて
BigDye Terminator cycle sequence kit（Applied 
Biosystems）でシークエンス反応を行い，DNA シーケ
ンサー ABI PRISM 3100（Applied Biosystems）で塩
基配列を解析した．
２）転写 CSVd RNA に感染した園芸植物からの再接種
試験
　転写 CSVd（＋）RNA を接種したアゲラタムおよび
トマトの上位葉 0.5 g を接種 8 週間後に採取して，
TRIzol（Invitrogen）を用いて第 2 章第 1 節の方法で
RNA を抽出した．
　再接種する植物にはイソギク，アゲラタム ‘ ブルーミ




源の量として感染トマトからの total RNA 9.6 μg，感染
アゲラタムからの total RNA 2.4 μg を用いた．健全アゲ
ラタムへの再接種試験では，接種源の量を感染トマトか
らの total RNA 30.2 μg，感染アゲラタムからの total 
RNA 16.5 μg を用いた．再接種した植物を 8 週間，14
時間日長，20 ～ 24℃で栽培した．
　接種 8 週間後に最上位葉 100 mg を採取して TRIzol




‘ ルトガス ’ に接種して CSVd に感染したトマトを作製
した．CSVd に感染したトマトを台木として，穂木に
CSVd 非感染ペチュニア（Petunia hybrida hort.）および
非感染ジャガイモ（Solanum tuberosumL.）を用いて






よび 16 週間，14 時間日長，20 ～ 24℃で栽培した．穂
木の最上位葉 100 mg を採取して TRIzol で total RNA




位葉 100 mg を採取して TRIzol で total RNA を抽出し，
第１章第１節の方法で RT-PCR を行った．得られた
PCR 産物を pGEM-T easy ベクターにクローニングし
た．M13 プライマーを用いて BigDye terminator cycle 
sequence kit（Applied Biosystems）でシークエンス反
応を行い，DNAシーケンサーABI PRISM 3100（Applied 
Biosystems）で塩基配列を解析した．
結　果

















ら RNA サンプルを得て RT-PCR を行い，クローニング
をして 5 ～ 8 クローンの配列を解析した．その結果，そ
れぞれの感染植物から得られた優占的な配列を第 13 図
に示す．アゲラタムおよびシュンギクから得られた






CSVd の CCR には変異は生じていなかった．
２）転写 CSVd RNA に感染した園芸植物からキクへの
再接種試験
　転写 CSVd（＋）RNA を接種したアゲラタムおよび





おいては，感染アゲラタムの total RNA を接種源にした
Fig. 11.  CSVd-infected tomato plants can transmit the 
infection to petunia plants. Sap from CSVd-infected 
chrysanthemum plants (CSVd-X16408) was injected 
into CSVd-free tomato plants by a needle puncture 
method. After confirming CSVd infection by 
RT-PCR analysis, petunia scions were grafted on 
the tomato stock and allowed to grow for three 
months. The CSVd infection was confirmed in the 
petunia by the RT-PCR analysis of the upper leaves 
of the scions. In order to find a replication of 
competent CSVd RNA, the infected petunia scions 
were replanted and allowed to grow for about 1 
year,. The CSVd specific RNA was amplified, cloned 
into a vector, and sequenced (eight clones). The G 
base insertion in the infected CSVd RNA in petunia 
is indicated by a red letter. Secondary structure of 
the CSVd RNA fragment near the G base insertion 
position, generated using an RNA folding program 
(Mfold; Zuker, 2003).
Fig. 12.  CSVd-infected tomato plants can transmit the 
infection to potato plants. Sap from CSVd-infected 
chrysanthemum plants (CSVd-X16408) was injected 
into CSVd-free tomato plants by a needle puncture 
method. After confirming CSVd infection by 
RT-PCR analysis, potato scions were grafted on the 
tomato stock and allowed to grow for four months. 
In order to find a replication of competent CSVd 
RNA, the CSVd infection was confirmed in the 
potato scions by RT-PCR analysis. The scions from 
infected potato plants were replanted and allowed 
to grow for about 1 year. The CSVd specific RNA 
was amplified, cloned into a vector, and sequenced 
(five clones). Base substitutions in the infected 
CSVd RNA in potato are indicated by red letters. 
Secondary structure of the CSVd RNA fragment 
near the G base insertion position, generated using 
an RNA folding program (Mfold; Zuker, 2003).
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total RNA を抽出し，RT-PCR によって得られた産物の
クローニングを行った．塩基配列の解析では，それぞれ
8 クローンおよび 5 クローンのプラスミドを解析した．
その結果，ペチュニアから得られた CSVd の配列（以下，






　CSVd-Pet および CSVd-Pot の配列の二次構造を
Mfold（Zuker，2003）で解析した結果，第 11 図 およ
4 6 8
Asteraceae Chrysanthemum pacificum (+)RNA　　 3/6  5/6 5/6
mock 　　0/6  0/6 0/6
Ageratum houstonianum (+)RNA　　 7/10  9/10 9/10
mock 　　0/3  0/3 0/3
Chrysanthemum coronarium (+)RNA　　 0/8  4/8 7/8
mock 　　0/3  0/3 0/3
Solanaceae Solanum lycopersicum (+)RNA　　 6/10  8/10 8/10
mock 　　0/4  0/4 0/4
ZNumber of CSVd replication plants/number of plants inoculated.
Post inoculation (week)Family Inoculated plants Inoculum
InfectivityZ
 
Table 14 . Ability of linear CSVd (+) RNA to replicate in horticultural plants.
Fig. 13.  CSVd RNA sequence and predicted secondary structures. The transcribed RNA was used to infect the ageratum, 
tomato, and wild-type chrysanthemum (Chrysanthemum pacificum) plants. After confirming the presence of CSVd 
RNA in the infected plants (p.i. 8 weeks), total RNA was isolated from these plants. The RNA was subjected to 
RT-PCR, followed by cloning and sequencing of the entire CSVd region. Approximately 8 clones were sequenced 
from each plant, and the predominant CSVd sequences in the infected plants, ageratum (A), tomato (B), and wild-
type chrysanthemum (C), are shown. Solid and red nucleotides are the substituted nucleotides and the central 
conserved region (CCR, 78-105, 255-280), respectively.
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び第 12 図 で示したように，接種源の配列（No. 
X16408）の二次構造とは異なる構造が得られた．さらに，
第 3 章第 1 節で用いた方法で CSVd-Pet の配列をもつ転
写 RNA を作製し，健全ペチュニアに接種したところ，
感染することが確認された（データ省略）．
第 3 節 考察
　これまで，感染性をもつ転写 CSVd RNA に関する報
告はなかったが，本研究により単分子の転写 CSVd（+）
RNA は感染性をもち，イソギク植物体において複製さ
れることが示された（第 13 表）．以前，CSVd に感染し
たキクから単離された CSVd RNA は，キク科のギヌラ
（Gynura aurantiaca（Blume）DC.）において感染性があ
ることが確認されている（Palukalitis and Symons，
1980）．しかし，彼らが単離した CSVd RNA は，抽出
過程において Mg2+ によって環状 RNA から線状 RNA
に切断されている可能性があり，感染性があるのは環状







1984；Visvader et al．，1985），その後 T7 プロモータ








and Rezaian，1992；Simon and Gehrke，2009）．そ
の際に線状 RNA の 5’ 末端の形状が -OH 基，1 個のリン
酸基，3 個のリン酸基であるかによって生じる感染性へ
の影響を，Rigden and Rezaian（1992）は CEVd（＋）
RNA を用いて明らかにしており，いずれの形状であっ
ても感染性はあることが示されている．同様に，転写後
の CSVd（+）RNA は 5’ 末端に 3 個のリン酸基を有す
るが，感染性をもつことが本章の実験において示された











　また，CSVd の配列をもつ cDNA クローンには感染性
が認められなかった（第 13 表）．単分子の PSTVd を組
み込んだプラスミドは感染性をもたないか，または低効
率の感染しかしない．一方，PSTVd を 2 分子または，
複製過程に重要とされている配列を両端にもつ単分子の
PSTVd のプラスミドは高率で感染することが報告され
ている（Cress et al．，1983；Owens et al．，1986；
Tabler and Sanger，1984）．cDNA クローンが感染す
るためには，いったん植物細胞内で cDNA クローンから
ウイロイド配列を含む RNA が合成され，その後，この
RNA から 1 ユニット長のウイロイドが切断されること
が必要であり，切断されるための配列が２か所必要であ
るからだと推定されている（Meshi et al．，1984）．お
そらく CSVd の単分子 cDNA クローンの場合において
も合成された RNA からの切断がうまくいかないことが
理由で感染性がないと考えられる．
　CSVd に感染したキク ‘ セイエルザ ’ から CSVd を非
変性ポリアクリルアミドゲルで単離し，RT-PCR によっ
て 得 ら れ た cDNA の 塩 基 配 列 を 解 析 し た 結 果，
Genbank accession no. X16408 の CSVd が得られた（第
8 図 C）．初報の CSVd（No. V01107；Haseloff and 




Chrysanthemum Tomato CSVd 2/4
pacificum Ageratum CSVd 2/4
Solanum Tomato CSVd 6/7
lycopersicum Ageratum CSVd 2/3
Ageratum Tomato CSVd 0/4
houstonianum Ageratum CSVd 3/3
(Infected plants / test plants)Inoculated plants Inoculum
Table 15.   Ability of CSVd (+) RNA isolated from other 
plants to infect either chrysanthemum plants or 
other plants.
松下：園芸植物における日本国内でのウイロイドの発生分布と変異体の感染性 35
ポスピウイロイドは宿主の DNA 依存 RNA ポリメラー
ゼ II によって複製されるが（Ding，2009），この DNA









　キク ‘ セイエルザ ’ から単離した CSVd（No. X16408）
の中央保存領域（CCR；78-105, 255-280）には塩基の
変異は見られなかった（第 8 図 C）．CCR はポスピウイ
ロイドで高い保存性がある配列である（Ding，2009）．
CCR は PSTVd の複製過程において宿主の DNA 依存
RNA ポリメラーゼ II によって合成されたウイロイド
RNA の切断と環状化のために必須の配列である
（Baumstark et al．，1997）．これまでに 33 の異なる塩
基配列をもつ CSVd が報告されているが（Genbank/






も含まれる．さらに，変異体 8 を除き，DDBJ に未登録
の日本国内で発生した変異体も CCR は保存されていた
（第 3 表）．また，第 2 項で示したように CSVd（＋）
RNA を接種したアゲラタムやシュンギクで複製された
CSVd の CCR も保存されていた．さらに，イソギクの
CSVd では，CCR 以外の領域では変異が生じていたが，
CCR は保存されていた．CSVd（＋）RNA の接種試験


















行 わ れ る（Bernad et al．，2009；Gandia et al．，
2007；Kofalvi et al．，1997；Navarro and Flores，
1997）．しかし，これまで CSVd の感染性 cDNA および
RNA クローン技術は確立していなかったため，上記の
ような試験を行うことはできなかった．そこで第 3 章第
1 項において，CSVd の感染性 RNA クローン技術を確
立し，その技術を用いて宿主植物に接種試験を行い，変
異体を発生させる試験を行った．
　キク ‘ セイエルザ ’ から単離された CSVd（No. 
X16408）の cDNA クローンから転写された CSVd（＋）
RNA をアゲラタム，シュンギク，トマト，イソギクに
接種した．その結果，アゲラタムおよびシュンギクから
得られた CSVd は接種した転写 CSVd（＋）RNA の配
列（No. X16408）と完全に同じ配列であった（第 13 図）．
一方，トマトやイソギクからは接種源とは異なる変異体
が得られた（第 13 図）．塩基配列の解析は，各植物種で













































と，変異体 1（No. X16408）とは最大 5 塩基の違いがあ
るだけであり（第 3 表），塩基の置換以外に塩基の挿入
や欠失はみられなかった．一方，キクから検出された
CSVd の配列（変異体 1，No. X16408）をもつ CSVd（＋）
RNA を感染させたトマトから得られた CSVd の変異体
を変異体 1 と比較すると 7 塩基の塩基置換と 1 塩基の挿
入が確認された（第 13 図）．またイソギクから得られた
CSVd の変異体には 6 塩基の置換，１塩基の挿入，3 塩











DNA 依存 RNA ポリメラーゼ II によって複製される
（Ding， 2009；Simon and Gehrke，2009）．感染までに
要する期間の違いは，宿主植物のもつ，ウイロイド
RNA に対する RNA リガーゼや DNA 依存 RNA ポリメ
ラーゼ II の適合性や酵素活性の違いなどが原因である
と考えられる．また，環状化のために RNaseIII 型の酵
素（未同定）がウイロイド RNA の 5’ 末端を 1 個のリン
酸をもつ状態にする必要がある（Gas et al．，2008）．










　本章第 2 項の実験で得られた CSVd に感染した各園芸
植物から別の宿主植物への伝染の可能性の検証を行っ






























トマトには感染性があり N. tabacum には感染しないが，
これから 1 塩基置換（C259→U259）によって生じた
PSTVd-NT は N. tabacum に感染する（Wassengger et 
al．，1996）．一方，PSTVd KF-440-2 をトマトへ寄生性
をもつ Orobanche ramose L. に接種して生じた 1 塩基置
換（C227→U227）の変異体は，トマトへの感染性や移
行性を失っており（Vachev et al．，2010），この変異体
は N. benthamiana においても移行性を失っていることが
報告されている（Zhong et al．，2008）． 
　Fagoaga et al．（1995）によると，ソラマメ（Vicia 









CSVd の配列は病原性領域（45-70 および 284-309）で
変異が多く見られており（第 3 表），さらに本章第 2 項
の実験で得られたトマトに感染した CSVd やジャガイモ
に感染した CSVd においても病原性領域に変異が見られ






















番目と 131 番目の塩基挿入によって生じる 2 次構造の変
化が，ペチュニアがもつウイロイド複製に関与するタン




あると考えられる（第 12 図）．De la Pena and Flores









　ウイロイドの変異発生の理由としての DNA 依存 RNA
ポリメラーゼ II の校正機能の問題以外に DNA 依存




存 RNA ポリメラーゼ II の ‘jumping’ が発生することに
よって塩基の欠失，挿入，重複が生じるという可能性が
示 さ れ て い る（Fadda et al．，2003；Keese and 
Symons，1985； Szychowski et al．，2005）． CSVd-
Pet の 130 番目と 131 番目の塩基の間の G の挿入（第
11図）やトマトやイソギクに感染したCSVdの塩基挿入・




が示された（第 13 表）．キク由来の CSVd（+）RNA を
アゲラタム，シュンギク，トマト，イソギクに接種する
とすべて CSVd に感染し（第 14 表），感染したアゲラタ
ムとシュンギクからは接種した転写 CSVd（＋）RNA














ペチュニアやジャガイモからは CSVd-Pet または CSVd-






マト（Solanum lycopersicum L.）やキク（Chrysanthemum 
morifoliumRamat.）などの園芸植物から，重大な被害を
もたらすウイロイドが相次いで検出されている（James 
et al．，2008；Singh et al．，2006； Verhoeven et al．，
2004，2007）．野菜・花き類で病害を引き起こすウイロ
イドはほとんどポスピウイロイド属のウイロイドであり




ピウイロイド属の Tomato chlorotic dwarf viroid（TCDVd）
が感染し，海外で問題となっている（James et al．，








ける CSVd および TCDVd の発生状況についての調査を
行った．
　その結果，キクを採集したすべての 10 県で CSVd が
検出され，日本国内のキク栽培地域で感染が拡大してい
る可能性が示された（第 1 表）．さらに，8 種の野生ギ







ラリア（Pericallis hybridahort. B. Nord.；Gross et al．，
1982），アゲラタム（Ageratum spp.），マーガレット
（Argyranthemum frutescens（L.)) Schultz Bip；Menzel 
and Maiss，2000），ダリア（Dahlia spp.；Nakashima 
et al．，2007），ナス科植物のペチュニア（Petunia 
hybrida hort.；Verhoeven et al．，1998），Solanum 
jasmonoides（Verhoeven et al．，2006），キョウチクト









AF162131；第 10 表）の塩基配列と 98% 一致する全長
359 塩基の TCDVd（No. AB329668；第 7 図）が得られ，





ニチソウ（Vinca minor L.）が TCDVd の宿主植物である
ことが報告されている（Singh et al．，2006， 2009）．過
去の報告も含めて感染植物の中で，病徴を示したものは
トマトと Nicotiana glutinosa L. のみであり，その他の感














られた．同様に TCDVd と近縁種の Potato spindle tuber 
viroid（PSTVd）においても， PSTVd の無病徴感染植物






































で あ る 可 能 性 が 高 い こ と か ら（Verhoeven and 
Roenhorst , 2010; Verhoeven et al．，2004，2010），そ
れらの植物に触れた器具を消毒することが重要であると





















多く報告されている（Gago et al．2009）．例えば Hop 
stunt viroid（HSVd）では 265 の変異体が知られている（佐









体の発生状況を把握することを目的として第 1 章第 2 節
の実験を行った．その結果，サンプルから検出された
CSVd の全長はすべて 354 塩基であった．過去に国内で




ナダ），356 塩基（オーストラリア）の CSVd が報告さ
れており（Steger and Riesner，2003），その中で最も
多く報告されている変異体は全長 354 塩基の CSVd で
ある（Genbank/EMBL/DDBJ データベース）．356 塩
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基の CSVd はオーストラリアの CSVd（No. V01107）
以外では報告されておらず，355 塩基の CSVd はツルニ
チニチソウ（No. DQ094298；Nie et al．，2005）やペ
チュニア（No. U82445；Verhoeven et al．，1998）か
ら検出されているのみである．さらに日本国内のキクか
ら検出された CSVd はすべて 354 塩基であったことか
ら，キクに感染する主な CSVd の塩基数は 354 塩基で
あると推察された． 
　また，今回のサンプルからは 5 つの CSVd 変異体が検
出された（第 3 表）．変異体 5（No. AB279771）は栽培
キクから，変異体 4（No. AB279770）はナカガワノギ
クからそれぞれ分離された新変異体であった．また 21
分離株のうち 14 株は変異体 1（No. X16408）であり，
兵庫株（塩飽ら，1996）と同じ配列であった．変異体 1
は最も高頻度に検出され，10 県中 6 県で検出されたこ
とから，日本で優占的に分布する CSVd 系統であると推
定された（第 2 図）．日本国内で発生した CSVd の塩基
配列を既報の変異体を含めて比較すると，変異体 1 とは
最大 5 塩基の違いがあるだけで（第 3 表），塩基配列の
相同性は 98％～ 100％であった．また，海外のものも












種した Amaranthus retroflexusL.，Anthemis arvensis L.，
Chamomilla recutita L.，Veronica arvensis L. からは新しい
変異体が発生したことが報告されており，宿主特有の変
異体になることが知られている（Matousek et al．，












同の DNA または RNA を人工的に合成して，それを接
種源とする方法を用いる．PSTVd や CEVd，HSVd の
場合はすでにこのような方法を用いて接種試験を行うこ
とができる（Cress et al．，1983；Meshi et al．，1984；
Owens et al．，1986；Tabler and Sanger，1984，
1985；Visvader et al．，1985）．しかし，CSVd につい
ての実験系は確立されておらず，任意の塩基配列をもつ
変異体 CSVd の接種試験を行うことはできない．
　そこで第 3 章ではキクから検出された変異体 1 の

























写 CSVd（＋）RNA がトマトやイソギク植物体で DNA









と，変異体 1（No. X16408）とは最大 5 塩基の違いがあ
るだけであり（第 3 表），塩基の置換以外に塩基の挿入
や欠失はみられなかった．一方，キクから単離された
CSVd の配列（変異体 1，No. X16408）をもつ CSVd（＋）
RNA を感染させたトマトから得られた CSVd の変異体
を変異体 1 と比較すると 7 塩基の塩基置換と 1 塩基の挿
入が確認された（第 13 図）．またイソギクから得られた
CSVd の変異体には 6 塩基の置換，１塩基の挿入，3 塩






　第 3 章第 1 項の実験結果よりキク由来の CSVd がキク
以外の園芸植物に感染した場合，新規の変異体が発生す




ュニアに接種して約 1 年経たところ，130 番目と 131 番
目の塩基の間にグアニン（G）が挿入されていた（CSVd-
Pet; 第 11 図）．既報のペチュニアから分離された変異体
（No. U28445）も同様に，130 番目と 131 番目の塩基の
間にグアニン（G）が挿入されていた（Verhoeven et 
al．，1998）．さらに，CSVd-Pet の配列をもつ cDNA ク









（ 第 12 図 ）．Chrysanthemum chlorotic mottle viroid




la Pena and Flores，2002）．同様に，キクを起源とし
た CSVd がペチュニアやジャガイモに感染後約１年間栽
培された結果，途中様々な変異体が生じた後にその宿主











































栽培ギク 89 サンプル中 80 サンプルが CSVd に感染し
ており，うち 36 サンプルは RT-PCR で検出されるレベ




ずれも CSVd が RT-PCR で検出され，病徴は認められ
なかったが，これらが CSVd の宿主となることが初めて
示された．また，塩基配列が異なる 5 種の CSVd 変異体
を認め，既報の系統とは塩基配列の異なる系統として，
栽培ギクからは変異体 5 が，ナカガワノギクからは変異
体 4 が検出された．変異体 1（DDBJ accession No. 
X16408）は最も高頻度に検出され，10 県中 6 県で検出
されたことから，日本で優占的に分布する CSVd 系統と
推定した．


























100℃で 10 ～ 30 分煮沸処理しても感染性を示し，高い
耐熱性を有していた．また，106倍希釈でも感染力を示し，
低いウイロイド濃度でも感染力を保持することができ











１；No. X16408）に感染したキクから全 RNA を抽出し，
RT-PCR によって CSVd の cDNA を得た．次に，CSVd 
cDNA の 5’ 末端に T7 プロモーター配列を直結するよう
に DNA 断片を作製し，それを鋳型にして RNA を転写




イナス鎖の CSVd RNA には感染性は認められなかった．
合成 CSVd（＋）RNA をその他の宿主植物に接種すると，
イソギク，トマト，アゲラタムからは 4 週間後に，シュ
ンギクからは 8 週間後に CSVd が検出され，CSVd 
RNA に対する感受性は宿主植物によって異なると考え
られた．
　さらに合成 CSVd RNA を接種したトマトおよびアゲ
ラタムから抽出した全 RNA を健全トマトや健全イソギ
クに接種したところ，CSVd の感染が確認できた．これ




RNA は CSVd 宿主植物に感染し，複製能を持ち，接種
試験に利用できることを示した．この系を利用して
CSVd の変異体を生じさせる実験を行った．
　CSVd RNA を接種して CSVd に感染した各宿主植物











ら RT-PCR によって CSVd の cDNA を得て全塩基配列
を確認したところ，130 番目の塩基に G が挿入された
CSVd（CSVd-Pet）が得られた．同様の方法で CSVd-
Pet の RNA を作製し，ペチュニアに再接種したところ，
感染が確認された．過去報告されているペチュニアから
分離された CSVd の配列は，CSVd-Pet と同様に 130 番
目と 131 番目に G の配列が挿入されている．さらに，
同様の試験をジャガイモにおいて行ったところ，47 番
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